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【要	 約】	  
背景：ラパマイシンはmammalian target of rapamycin (mTOR)を抑制する薬剤で、免
疫抑制薬、抗腫瘍薬として臨床応用されている。またラパマイシンは、オートファジーの
促進剤としても多くの基礎研究で用いられている。過去の研究から、ラパマイシンは脳外
傷や脳梗塞においてオートファジーを促進し、神経組織傷害の抑制効果があることが明ら
かになっている。 
目的：マウス脊髄損傷モデルにおいて、ラパマイシンがオートファジーを促進するか否か、
および神経組織傷害・運動機能障害の抑制効果が得られるか否かを検討した。 
方法：10~12週齢の雌C57BL/6Jマウスを用いた。NYU impactorを使用して第 10胸
椎高位で脊髄損傷モデルを作成した。損傷の 4時間後にラパマイシン 1mg/kgを腹腔内投
与したものをラパマイシン群とし、対照群には溶媒のみ投与した。Basso Mouse 
Scale(BMS)を用いて、損傷後 4時間から 42日までの運動機能を評価した。ラパマイシン
によるmTORの抑制効果を評価するために、損傷後 1日、3日の脊髄組織における
phosphorylated-p70S6Kの発現をウエスタンブロットで調べた。オートファジーの特異的
マーカーであるLC3およびオートファジーの促進因子Beclin 1の発現を、損傷後 3日目
の組織を用いてウエスタンブロット、免疫染色による陽性細胞数計測で調べた。損傷後 42
日の組織で luxol fast blue染色を行い、残存した白質面積を計測した。また、残存神経細
胞の評価として、損傷後 42日の組織を用いてNeuNの免疫染色を行い、NeuN陽性細胞
数を計測した。さらに細胞死の評価として、損傷後 3日の組織でTUNEL染色を行い、
TUNEL陽性細胞数を計測した。 
結果：BMSでみた運動機能は、損傷後 21日以降で対照群に比べてラパマイシン群の方が
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有意に高かった。Phosphorylated-p70S6Kの発現は、損傷後 1日でラパマイシン群が有
意に低下していた。ウエスタンブロットにおけるLC3の発現、免疫染色でのLC3陽性細
胞数ともに、対象群に比べてラパマイシン群で有意に上昇していた。Beclin 1の発現は、
ラパマイシン群の方が上昇していたが、有意差はなかった。ラパマイシン群で残存した白
質面積がより大きく、さらにNeuN陽性細胞数が有意に多かった。TUNEL陽性細胞数は、
ラパマイシン群が有意に少なかった。 
考察：ラパマイシン群で phosphorylated-p70S6K の発現が低下し、LC3の発現が上昇し
ていることから、損傷後の脊髄組織においてラパマイシンはmTORを抑制し、オートフ
ァジーを促進すると考えられた。また、ラパマイシン群でBMSによる運動機能の改善、
脊髄白質および神経細胞の傷害の抑制、TUNEL陽性細胞の減少がみられたことから、ラ
パマイシンは細胞死を抑制して神経組織傷害を軽減し、運動機能を改善すると考えられた。 
結論：脊髄損傷において、ラパマイシンはオートファジーを促進し、神経組織傷害および
運動機能障害を抑制する。 
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【研究背景】	  
	 現在日本には約 10万人の脊髄損傷患者がおり、毎年約 5000人の新たな受傷者が生じて
いる[1]。脊髄損傷の原因は主に交通事故、転落事故、スポーツ事故などであり、損傷部位
より下位の運動機能と知覚機能が麻痺する。重症の場合、寝たきりや車椅子の生活となる。
中枢神経組織は損傷後の神経再生が生じ難く、脊髄損傷の有効な治療法は確立されていな
い[2]。 
	 脊髄損傷の病態は、まず脊髄が直接的外力で損傷を受け（一次損傷）、数日以内に炎症性
細胞の浸潤や虚血などにより周囲の細胞まで壊死やアポトーシスに陥る（二次損傷）[3, 4]。
1~2週間後には炎症が沈静化し、脊髄内に空洞が形成され、損傷部を取り囲むように増殖
したアストロサイトが重合しグリア瘢痕を形成する。軸索再生は損傷 2週以後に生じる[5]
が、グリア瘢痕により軸索伸展が阻害される。 
	 このように病態が変化するため、脊髄損傷治療は時期により目的が異なる。まず急性期
の治療の目的は「二次損傷を最小限にとどめる」ことになる。炎症の沈静化やアポトーシ
スの抑制を目的とした、薬剤による治療が考えられる。本研究におけるラパマイシンはこ
れを目的としている。過去、この二次損傷を抑制する治療法として、ステロイド、フリー
ラジカルスカベンジャー、エリスロポエチンなどの有効性が検討されてきた[6]が、現在の
ところ本邦ではメチルプレドニゾロンの大量投与のみ急性脊髄損傷に保険適応が認められ
ている。メチルプレドニゾロンは細胞膜の安定化をもたらすことにより神経細胞死を抑制
する。また、損傷部の炎症を軽減し、神経組織傷害の要因となる免疫細胞の活動を抑制す
る[7, 8]。しかしながら、メチルプレドニゾロン大量療法は合併症を引き起こすことがあり、
また機能予後を改善しないとする報告もあり、投与すべきか否か意見が分かれている[9, 
10]。 
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 損傷 1週以後の亜急性期には「軸索再生を促進する」ことが治療の目的になる。神経栄
養因子・軸索伸展因子であるBDNF、NT3、GDNF、HGFなどを用いた研究が盛んに行
われてきた[6]。また、Nogo、Mag、CSPG、Sema3Aなど軸索伸展阻害因子の存在が明
らかになってきたことから、軸索伸展阻害因子を抑制する治療法が研究されている[6, 11]。
細胞移植療法は、失われた神経系細胞を補充することにより、神経軸索再生の足場となる
組織の形成や、脱髄した軸索の再髄鞘化を促進することを主な目的としている。移植の最
適時期は損傷後 7~14日頃とされている。これは二次損傷の炎症反応が沈静化した後で、
グリア瘢痕が本格的に形成される前が移植による治療効果が大きいためである[12]。慢性
期には「残存した神経回路を最大限に賦活化する」ことを目的に、リハビリテーション治
療が行われる。 
	 筆者の所属する研究室では、二次損傷のメカニズムと、その抑制方法について研究を重
ねてきた。過去の研究で、アポトーシスを誘導する caspaseに注目し、脊髄損傷に対する
caspase inhibitorの有用性と問題点を報告した[4]。また、抗酸化物質HO-1を高発現する
Bach1ノックアウトマウスの脊髄損傷モデルを用いて、酸化ストレスの抑制によってアポ
トーシスを含む二次損傷が抑制されることを明らかにした[13]。さらに、脊髄損傷後の神
経組織における神経細胞、アストロサイト、オリゴデンドロサイトの各細胞で、細胞内蛋
白分解機構であるオートファジーが亢進し、細胞死を制御していることを報告した[14, 15]。
しかし、オートファジーが二次損傷の抑制効果をもつか否かは明らかになっていない。 
	 オートファジーは細胞内の構造物や蛋白を非選択的に分解する機構である（図１）。分解
されて生じたアミノ酸やペプチドは、蛋白合成に再利用することができる。主な役割は、
日常的な蛋白質・アミノ酸代謝や飢餓時のアミノ酸産生である。オートファジーという現
象は古くから電子顕微鏡下に見出されていたが、そのメカニズムや役割はよく知られてい
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なかった。しかし、近年の分子生物学の発達によりオートファジーに関わるATG遺伝子
が同定され、研究が飛躍的に進んできた[16]。オートファジーの研究において、オートフ
ァジーの促進因子Beclin 1やオートファゴソーム膜に存在するLC3は、オートファジー
のマーカー蛋白として広く用いられている（図１）[17, 18]。 
	 近年、様々な疾患へのオートファジーの関与が指摘されている。心筋虚血モデルや腎虚
血モデルにおいてオートファジーは細胞死を誘導する[19, 20]。一方で、神経変性疾患や脳
虚血モデルでは組織保護作用があると報告されている[21, 22]。生体内においてオートファ
ジーは多様な機能をもっていると考えられる。 
	 ラパマイシンは当初、マクロライド系抗生物質の抗真菌薬として開発された。現在は欧
米において免疫抑制薬や抗腫瘍薬として臨床応用されている。ラパマイシンは
mammalian target of rapamycin（mTOR）の特異的阻害薬であり、Akt/mTORシグナル
経路を遮断する。生体内においてAkt/mTORシグナル経路は、遺伝子発現や蛋白質合成、
細胞分裂などを制御している。オートファジーに関わるATG遺伝子の発現はmTORに抑
制されるため、ラパマイシンはオートファジーの促進薬としてさまざまな研究で用いられ
ている。ラパマイシンによってmTORが阻害されると p70S6Kのリン酸化が抑制され、
phosphorylated-p70S6Kの発現が低下する（図２）。 
	 ハンチントン舞踏病やパーキンソン病などの神経変性疾患モデルで、ラパマイシンはオ
ートファジーを促進し、神経細胞を保護する[23, 24]。これはオートファジーにより変性し
た異常蛋白が分解されて神経変性が抑制されるためと考えられている。脳外傷や脳虚血モ
デルで、ラパマイシンはオートファジーを促進し、神経保護作用を示すと報告されている
[25-27]。そこで我々は、脊髄損傷においてもラパマイシンによりオートファジーが促進さ
れ、また二次損傷が抑制されるという仮説を立てた。これまで脊髄損傷後にラパマイシン
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を投与してオートファジーの発現や、その神経保護効果を検討した報告はない。 
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【研究目的】	  
	 本研究の目的は、マウス脊髄損傷モデルにおいて、ラパマイシンがmTOR経路を抑制
してオートファジーを促進するか否か、また神経傷害を抑制し運動機能を改善させるか否
かを検討することである。 
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【研究方法】 
	 本研究における動物実験の取り扱いは、東北大学大学院医学系研究科動物実験委員会の
審査および許可を得た上で行った（実験計画書番号：21医動－13）。 
 
実験動物	  
	 本研究には成体雌（10~12週齢）C57BL/6Jマウスを計 58匹使用した。ラパマイシン
を投与したラパマイシン群と溶媒のみを投与した対照群に分け、各群 4~5匹ずつ使用し
て脊髄損傷を作製し、後述する運動機能評価、phosphorylated-p70S6Kの発現、LC3お
よびBeclin 1の発現、脊髄白質の評価、NeuN陽性細胞数の計測、TUNEL陽性細胞数の
計測を行った。なお、phosphorylated-p70S6K、LC3およびBeclin 1の評価では、椎弓
切除のみを行い脊髄損傷を作製しない非損傷群も加えて評価した。 
脊髄損傷モデルの作製	  
	 小動物用K-1型全身麻酔器（Igarashi Medical Industry Corp., Japan）を使用し、フロ
ーセン、笑気、酸素による吸入麻酔下に手術を行った。手術中はHeating Pad System 
FST-HPS（Fine Science Tools Inc., Canada）を用いてマウスの直腸温を約 37℃に維持し
た。	  
	 マウスの胸椎部背側を除毛し、正中に約 1.5 cmの縦切開を加えた。顕微鏡下にマイクロ
ロンジュールを用いて第 10胸椎椎弓を切除し、硬膜を露出した。脊髄損傷モデルの作製
にはNYU impactor Device（Rutgers, USA）を用いた[28]（図３）。このNYU impactor 
Deviceは脊髄損傷モデル作製用の標準的な装置で、脊髄損傷に関する実験において世界的
に広く使用されているものである。第 8、12胸椎を把持し胸椎を固定した後、重さ 10 g
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の impact rodを 3 mmの高さより第 10胸椎髄節部中央の硬膜上に落下させ、脊髄損傷を
作製した。衝撃荷重をモニタリングして、期待値（落下速度 0.24 m/sec、落下時間 36.45 
msec）から 10％以上誤差があったモデルは除外した。直ちに閉創し覚醒させた。なお、
マウスの脊髄は第 6腰椎レベルまで存在し、後肢の運動は主に第 2~第 6腰髄支配である
[29]。第 10胸椎レベルの脊髄損傷では、髄節傷害ではなく、長索路傷害としての後肢麻痺
を呈する。 
 
ラパマイシンの投与 
	 ラパマイシン（Calbiochem, USA）をDMSOで溶解し 25 mg/mlの溶液を作製した。
投与直前に 5% polyethylene glycol 400と 5% Tween 80でさらに溶解し、0.5 ml中に体
重１kg当り１mgのラパマイシンが含まれるように調製した。脊髄損傷の 4時間後に、0.5 
ml を腹腔内投与した。対照群は溶媒のみを投与した。 
 
脊髄損傷後の動物の管理 
	 室温を 25 ℃に保ち、食物、水を自由に摂取させた。脊髄損傷による神経因性膀胱に伴
う腎障害や尿路感染などの予防に、自排尿がみられるまで連日用手排尿を行った。 
 
運動機能評価 
	 脊髄損傷後、4、24時間、3、7、14、21、28、35、42日目にマウスの運動機能をBasso 
Mouse Scale（BMS）total score（表１）およびBMS subscore（表２）を用いて評価し
た[30]。オープン・フィールド（100×75 cm）上でのマウスの行動を、ラパマイシン群と
対照群を識別できないブラインドの状態で観察して評価した。BMS total scoreは、後肢
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の各関節の動き、体重支持、ステップ、前後肢の協調性、体幹の安定性、歩行時の尾の位
置などを点数化したもので、0から 9点の採点で、後肢の完全麻痺が 0点、正常運動が 9
点となる。マウスはBMS total scoreに沿った定型的な改善を示さない場合があるため、
前記の各項目を加算法でスコアリングするBMS subscoreも同時に評価した[30]。 
 
ウエスタンブロット 
	 損傷後 24時間および 3日目のマウスから第 10胸椎高位の脊髄を採取し、ウエスタンブ
ロットを用いて、phosphorylated-p70S6K、LC3、Beclin 1の蛋白量を評価した。採取し
た脊髄をLysisバッファー（50 mM Tris HCl (pH = 7.6), 20mM MgCl2, 150mM NaCl, 
0.5% Triton-X）および 50倍希釈のProtease Inhibitor Cocktail（Sigma, Germany）の
混合液中でホモジェナイズし、30分氷冷した。遠心分離（15000 rpm, 20分）後、上清を
採取したものを蛋白抽出液とし、ウエスタンブロットに使用した。蛋白抽出液は使用時ま
で－80℃で保存した。 
	 Quick Start Bradford Protein Assay Kit（Bio-Rad, USA）を用い、Bradford法で抽出
液の蛋白濃度の計測を行った。一定量の蛋白（30 µg）を 8％濃度（phosphorylated-p70S6K）
および 15％濃度（LC3, Beclin 1）のアクリルアミド・ゲルを用いたSDS-PAGEで分離し
た。その後、Polyvinylidene difluoride membrane（Bio-Rad, USA）に、12Vで 40分の
転写を行った。メンブレンを 5%スキムミルクと室温で 1時間反応させブロッキングを行
った後、一次抗体として 1000倍希釈のウサギ抗 phosphorylated-p70S6K抗体（Cell 
signaling Technology, USA）、500倍希釈のウサギ抗LC3抗体（MBL, USA）、100倍希
釈のウサギ抗Beclin 1抗体（Santa Cruz Biotechnology, USA）と 4℃で一晩反応させた。
1000倍希釈のHRP標識二次抗体と室温で 1時間反応させた後、ECL Western Blotting 
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Detection System（Amersham Biosciences, Otelfingen, Switherland）を用いて、蛋白バ
ンドを検出した。Digital luminescent image analyzer LAS-1000（Fujifilm, Japan）で、
メンブレン上のバンドを撮影した。Image J version 1.42q（Wayne Rasband National 
Institute of Health, USA）を用いて、各バンドの濃度を定量化し比較した。 
 
脊髄組織標本の作製 
	 損傷後 3日目、42日目のマウスを灌流固定した。ペントバルビタールナトリウムの腹腔
内投与による深麻酔下に開胸し、灌流針を左心に留置し、右心を切開した。その後、生理
食塩水 50 mlを灌流し脱血し、続けて低温のパラホルムアルデヒドを 50 ml灌流して経心
的に灌流固定を行った。灌流固定後に、胸椎全体を摘出し、4％パラホルムアルデヒドを
用いて、更に 4℃で 12時間の浸漬固定を行った。浸漬固定後、慎重に胸椎全体の椎弓を切
除し、損傷部を中心に 5 mm長の脊髄を摘出した。その後、順次脱水、透徹、パラフィン
包埋を行った。包埋した脊髄から、250 µm間隔、厚さ 7 µmの脊髄横断連続切片を作製
した。250 µm間隔で作製した脊髄連続切片の中で、後述する luxol fast blue染色で脊髄
白質面積が最も少ない切片を損傷中心と定義した。損傷中心部および 250 µm間隔で頭
側・尾側に各 4箇所から採取した計 9箇所の切片を、次に述べる染色に使用した。 
 
免疫組織化学染色 
	 損傷後 3日目の脊髄組織標本を用いてLC3およびBeclin 1の、また損傷後 42日目の組
織を用いて神経細胞に特異的なマーカーNeuNの免疫組織化学染色を行った。脊髄組織標
本を脱パラフィン化し、二次抗体非特異的反応をブロックするために、3％スキムミルク
と 5％Fetal Buvine Serumを用いて室温で 2時間反応させた。一次抗体として 100倍に
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希釈したウサギ抗LC3抗体（MBL, USA）およびウサギ抗Beclin 1抗体（Santa Cruz 
Biotechnology, USA）、またマウス抗NeuN抗体（Chemicon, USA）を用いて 4℃で一晩
反応させた。二次抗体として 500倍に希釈したAlexa Fluor 594標識抗ウサギ IgG抗体
（Invitrogen, USA）、またAlexa Fluor 488標識抗マウス IgG抗体（Invitrogen, USA）
を用いて室温で 1時間反応させた。核染色をVectashield containing DAPI to label the 
nuclei（Vecter Laboratories, UK）を用いて行った後、蛍光顕微鏡で観察した。 
 
LC3 および Beclin 1 陽性細胞数の計測 
	 LC3およびBeclin 1の免疫組織化学染色後の標本をイメージスキャナで読み込み、それ
ぞれ陽性細胞数をパーソナルコンピュータ上で計測した。LC3陽性細胞は、細胞質内が斑
点状に染色される細胞と定義した[27]。計測には、損傷中心部とその 250 µm、500 µm頭・
尾側の計 5枚の標本を用い、5枚分の陽性細胞数の合計で各群を比較した。 
 
 
Luxol fast blue 染色による脊髄白質面積計測 
	 Luxol fast blue（LFB）染色とは、LFBのミエリンとの特異的な親和性を利用して、髄
鞘を含む脊髄白質を青色に染色する方法である。この染色法は脊髄損傷の研究における組
織の破壊、白質の脱髄の評価に広く使用されている。マウスの脊髄損傷におけるLFB染
色では、損傷後に青色に染まる白質の面積が減少し、塩基性の核を持つ瘢痕組織によって
置換される[31-33]。LFBに染色される白質面積が減少していれば、より多くのミエリン
が損傷されていることを意味する。 
	 本研究では、損傷後 42日目の脊髄組織標本を用いて、LFB染色を行い、脊髄白質を評
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価した。評価には損傷中心部およびその頭・尾側に 250 µm間隔で各 4箇所から採取した
計 9箇所の脊髄組織標本を使用した。LFB染色後の脊髄組織標本をイメージスキャナで読
み込み、脊髄白質の面積をパーソナルコンピュータ上で計測した。面積の計測には、Image 
J version 1.42qを用いた。 
 
NeuN 陽性細胞数の計測 
	 NeuNは神経細胞に特異的なマーカーであり、NeuN陽性細胞数が減少していれば、神
経細胞数の減少を意味する。NeuNの免疫染色後の標本をイメージスキャナで読み込み、
陽性細胞数をパーソナルコンピュータ上で計測した。その際、NeuNおよびDAPIの両者
に染まる核を持つ細胞を、NeuN陽性細胞と定義した。計測には、損傷中心部とその250 µm
頭・尾側の計 3枚の脊髄組織標本を用い、3枚分の陽性細胞数の合計で各群を比較した。 
 
TUNEL 陽性細胞数の計測 
	 損傷後 3日目の脊髄組織標本を用いて、Terminal  deoxynucleotidyl 
transferase-mediated dUDP nick end labeling (TUNEL) 染色を行った。染色には In 
Situ Cell Death Detection Kit (Roche, Switzerland) を使用した。脊髄組織標本を脱パラ
フィン化し、Protease Kを 37℃で 20分反応させた後、Terminal deoxynucleotidyl 
transferase (TdT) 反応液を 37℃で 60分間反応させ、DNA3’末端を標識した。核染色を
Vectasield containing DAPI to label the nucleiを用いて行った後、標本をイメージスキャ
ナで読み込んだ。TUNELおよびDAPIの両者に核が染まる細胞をTUNEL陽性細胞と定
義し、陽性細胞数をパーソナルコンピュータ上で計測した。計測には、損傷中心部とその
250 µm頭・尾側の計 3枚の脊髄組織標本を用い、3枚分の陽性細胞数の合計で各群を比
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較した。 
 
統計学的解析 
	 結果を平均値と標準偏差で示した。統計学的解析にはコンピュータソフト GraphPad 
Prism 5.0a (GraphPad Software, Inc. La Jolla, CA, USA)を用い、p < 0.05を有意と判断
した。LC3およびBeclin1陽性細胞数、ウエスタンブロット、白質面積、NeuNおよび
TUNEL陽性細胞数の比較には、unpaired T-testを用いた。BMS total scoreおよびBMS 
subscoreの比較には、各時点でMann-Whitney’s U testを用いた。 
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【研究結果】 
運動機能評価 
	 BMS total scoreで評価した運動機能は、ラパマイシン群、対照群ともに損傷の 4時間
後から改善し、28日目でプラトーに達した（図 4A）。平均点は、14日目から 42日目まで
対照群に比べてラパマイシン群の方が高く、21、28、35、42日目で有意差がみられた。
42日目のBMS total scoreの点数は、ラパマイシン群で 7-9（8.4±0.4）点、対照群で 5-8
（6.8±0.5）点だった。ラパマイシン群の 5例中 3例は体幹の不安定性がないか軽度で、
全 5例で歩行時に後肢が平行を保っていた。対照群の 5例中 4例は体幹の不安定性が重度
で、2例は歩行時に後肢は平行を保てず外旋していた。 
	 BMS subscoreでは、ラパマイシン群、対照群ともに損傷後 24時間を過ぎてから改善し、
28日目でプラトーに達した（図 4B）。平均点は、14日目から 42日目まで対照群に比べて
ラパマイシン群の方が有意に高かった。 
 
Phosphorylated-p70S6K の評価 
	 ウエスタンブロットでの phospholylated-p70S6Kの発現は、損傷後 24時間、損傷後 3
日目ともにラパマイシン群で低下していた（図 5A）。バンド濃度解析では、損傷後 24時
間で非損傷群（10.0 ± 1.8）、対照群（8.8 ± 1.1）に比べて、ラパマイシン群（2.3 ± 0.9）
で発現が有意に低下していた（P = 0.005, P = 0.002）。損傷後 3日目では、非損傷群（10.0 
± 4.4）、対照群（9.7 ± 3.1）に比べて、ラパマイシン群（6.5 ± 0.8)で発現が低下していた
が、有意差はなかった（図 5B）。 
 
LC3 の評価 
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 LC3免疫染色では、非損傷群に比べて、ラパマイシン群と対照群でLC3陽性細胞が多
く観察された（図 6A-S）。LC3陽性細胞数を計測した結果、LC3陽性細胞数は、非損傷群
（54.0 ± 9.0）に比べて対照群（227.3 ± 75.8）が有意に多かった（P = 0.012）。また、対
照群に比べてラパマイシン群（401.5 ± 77.5）が有意に多かった（P = 0.018）（図 6T）。 
	 ウエスタンブロットでのLC3-IIの発現は、非損傷群と対照群に比べて、ラパマイシン
群で上昇していた（図 7A）。バンド濃度解析では、LC3-Ⅱの発現は、非損傷群（1.0 ± 0.4）
に比べて対照群（4.7 ± 0.5）で有意に上昇していた（P = 0.001）。また対照群に比べてラ
パマイシン群（7.3 ± 0.8）で有意に上昇していた（P = 0.035）（図 7B）。 
 
Beclin 1 の評価 
	 Beclin 1の免疫染色では、非損傷群に比べて、ラパマイシン群と対照群でBeclin 1陽性
細胞が多く観察された（図 8A-S）。Beclin 1陽性細胞数を計測した結果、Beclin 1陽性細
胞数は、非損傷群（8.7 ± 1.5）に比べて対照群（974.0 ± 76.7）で有意に上昇していた（P 
< 0.001）。また、対照群に比べてラパマイシン群（1199.0 ± 416.9）で上昇していたが有意
差はなかった（P = 0.329）（図 8T）。 
	 	 ウエスタンブロットでのBeclin 1の発現は、非損傷群に比べて、対照群とラパマイシ
ン群で上昇していた（図 9A）。バンド濃度解析では、ウエスタンブロットでは、Beclin 1
の発現が非損傷群（1.0 ± 1.2）に比べて対照群（6.1 ± 1.2）で有意に上昇していた（P = 0.001）。
また、対照群に比べてラパマイシン群（7.4 ± 1.8）で上昇していたが有意差はなかった（P 
= 0.253）（図 9B）。 
 
脊髄白質の評価 
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 LFB染色では、対照群よりラパマイシン群の方がより広い範囲で白質が染色された。（図
10A, B）。ラパマイシン群は、特に脊髄背側で残存する白質面積が大きかった（図 10B）。
白質面積を計測した結果、損傷中心部における脊髄白質の面積は、両群で差がなかったが、
損傷中心部から 500 µm以上頭・尾側では、ラパマイシン群の方が対照群より白質の面積
が大きかった（図 10C）。しかし統計学的には有意差はなかった。 
 
NeuN 陽性細胞数の計測 
	 NeuNの免疫染色では、対照群に比べて、ラパマイシン群のNeuN陽性細胞が多く観察
された（図 11A-M）。NeuN陽性細胞数を計測した結果、対照群（15.8 ± 6.6）に比べてラ
パマイシン群（42.6 ± 17.4）が有意に多かった（P = 0.012）（図 11N）。 
 
TUNEL の評価 
	 TUNEL染色では、対照群でTUNEL陽性細胞が多数観察されたのに対し、ラパマイシ
ン群のTUNEL陽性細胞はより少なかった（図 12A-M）。TUNEL陽性細胞数を計測した
結果、対照群（343.0 ± 74.4）に比べてラパマイシン群（156.0 ± 54.5）が有意に少なかっ
た（P = 0.008）（図 12N）。 
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【考	 察】 
結果のまとめ 
	 脊髄損傷にラパマイシンを投与することによって、損傷脊髄における
phosphorylated-p70S6Kの発現が有意に低下し、LC3の発現が有意に上昇した。この結
果から、脊髄損傷においてラパマイシンはmTORを阻害することによって、オートファ
ジーを促進すると考えられた。また、ラパマイシンは脊髄損傷後の脊髄白質および神経細
胞の傷害を抑制し、TUNEL陽性細胞を減少させた。さらにBMSで評価した運動機能が、
ラパマイシン投与によって有意に改善した。したがって、ラパマイシンは脊髄損傷におけ
る神経組織傷害および運動機能障害を抑制すると考えられた。 
 
中枢神経におけるラパマイシンのオートファジー促進効果 
	 中枢神経変性疾患モデルにおいて、ラパマイシンはmTORを抑制し、オートファジー
を促進すると報告されている[24, 34]。また、脳外傷や脳低酸素/虚血モデルにおいても、
ラパマイシンはオートファジーを促進すると報告されている[21, 35]。これらの報告から、
ラパマイシンは中枢神経系でmTORを抑制することによりオートファジーを促進すると
考えられる。本研究では、ラパマイシン群で phosphorylated-p70S6Kの発現が有意に低
下した。このことから、脊髄損傷においてもラパマイシンはmTORを抑制すると考えら
れる。さらに、ラパマイシン投与により損傷脊髄でLC3の発現が上昇した。したがって、
脊髄損傷においてラパマイシンはmTORを抑制することによって、オートファジーを促
進すると考えられた。 
 
LC3・Beclin 1 の発現とオートファジー 
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 Beclin 1はオートファジーの促進因子であり、オートファジー活性のマーカーの一つと
して広く用いられている。しかし、オートファジーはBeclin 1のみならず、mTOR、
Bcl-family、DRAM、p53、NF-κBなどの複数の因子により制御されている[36, 37]。さ
らに、近年の研究からBeclin 1はオートファジー活性だけでなく細胞死も制御する働きを
もつことがわかってきた[36]。したがって、Beclin 1の発現の変化がオートファジー活性
の変化に必ずしも相関するとはいえない。 
	 LC3は酵母のオートファジーの形成に必須なAtg8の哺乳類のホモログで、オートファ
ゴソームの二重膜上に局在する。そのため、LC3はオートファジーの特異的マーカーとし
て広く用いられている。LC3は細胞質型のLC3-Iとして合成され、オートファジーが誘導
されるとホスファチジルエタノールアミンが付加され、膜結合型のLC3-IIに変換される
[18]。ウエスタンブロットでは、LC3-Iは 18kDa、LC3-IIは 16kDaで検出され、LC3-II
の蛋白質量を定量化することでオートファジーの活性を知ることができる。またLC3の免
疫染色では、オートファゴソームが細胞質内に斑点状に染色される。本研究では脊髄損傷
後にラパマイシンを投与することにより、ウエスタンブロットおよび免疫染色で共にLC3
の発現が有意に上昇することを確認した。しかしBeclin 1は、ラパマイシン投与によって
相対的な発現の上昇はみられたものの、対照群との有意差を認めなかった。したがって、
脊髄損傷後のラパマイシン投与によるオートファジーの促進は、直接Beclin 1の発現上昇
につながらないと考えられた。 
 
脊髄損傷におけるラパマイシンの働き 
	 ラパマイシン投与によりmTORを抑制することは、疾患やその投与時期によって、組
織保護に作用する場合と、組織傷害を悪化させる場合がある。過去の報告から、ラパマイ
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シン投与は腎虚血/再灌流障害増悪させることが分かっている[38, 39]。また、ラパマイシ
ンは心筋梗塞においてインスリンによる心筋保護作用を抑制するという報告もある[40, 
41]。一方で、ラパマイシンは心筋虚血/再灌流障害において梗塞巣の減少と細胞死の抑制
による心筋保護作用があるとの報告もある[42]。また、ラパマイシンによるオートファジ
ーの促進は、様々な中枢神経系疾患で神経保護作用をもたらす。例えば、ハンチントン舞
踏病やパーキンソン病において、ラパマイシンは神経細胞を保護すると報告されている[23, 
24]。脳外傷や脳低酸素/虚血モデルにおいては、ラパマイシンが神経組織損傷を抑制する
との報告がある[21, 35]。本研究で、ラパマイシンは脊髄損傷における脊髄白質および神経
細胞の傷害を抑制し、運動機能を有意に改善させた。これらの結果から、脊髄損傷におい
てラパマイシンは神経保護作用をもつと考えられた。 
 
ラパマイシンによる細胞死の抑制 
	 ラパマイシンは、アポトーシスのシグナル伝達の遮断による細胞死抑制の効果を持つと
考えられている[21, 34, 42]。ラパマイシンはオートファジーを促進してミトコンドリアを
分解する。その結果、ミトコンドリアから細胞質へのチトクロームCの放出を遮断し、カ
スパーゼの活性化が抑制される[43]。様々な疾患モデルでラパマイシンが細胞死の抑制効
果を示すことが報告されている。例えば、心虚血/再灌流モデルにおいてラパマイシンは心
筋細胞のアポトーシスを有意に減少させる[42]。lactacystin投与による神経変性モデルで
は、ラパマイシンはオートファジーを促進し、アポトーシスを抑制する[34]。脳虚血モデ
ルでは、ラパマイシンによってオートファジーを促進させると、活性型カスパーゼ３の発
現が抑制される[21]。これらの中枢神経系の疾患モデルでは、ラパマイシンを投与しなく
ても神経組織内でのオートファジーが亢進しており、ラパマイシン投与によりオートファ
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ジーはさらに促進される[21, 34]。これらの疾患モデルにおいてラパマイシン投与は、オー
トファジーをさらに促進させることによって、細胞死の抑制効果を増強している可能性が
ある。本研究では、脊髄損傷後に亢進したオートファジーが、ラパマイシン投与によって
さらに促進された。加えて、損傷後 3日のTUNEL陽性細胞数が有意に減少した。これら
の結果より、脊髄損傷においてラパマイシンは、オートファジーを促進することによって、
損傷脊髄における細胞死を抑制すると考えられた。 
 
ラパマイシンの投与方法 
	 本研究では、ラパマイシンを脊髄損傷の 4時間後に単回投与した。ラパマイシンの生体
内における薬理動態を調査した研究は多く、ラパマイシンの半減期は 33-63時間と比較的
長いことが分かっている[44, 45]。また、ラパマイシンは単回投与でも 24時間以上オート
ファジーの促進作用および細胞死の抑制作用をもたらすことが報告されている[21, 46]。本
研究では、損傷 4時間後のラパマイシン単回投与によって、24時間後のmTORシグナル
経路における p70S6Kのリン酸化を有意に抑制した。さらに、損傷後 3日目のTUNEL
陽性細胞数が有意に減少した。一般に、脊髄損傷における二次損傷は、一次損傷の 24時
間後から 3日の期間に生じるとされており[47, 48]、本研究におけるラパマイシンの単回投
与は二次損傷を抑制したと考えることができる。したがって、二次損傷の抑制を目的とし
たラパマイシン投与は、急性期における単回投与で十分に効果が期待できると考えられた。 
 
ラパマイシンによる白質傷害抑制効果 
	 髄鞘はオリゴデンドロサイトにより形成されるが、白質は他にアストロサイト、ミクロ
グリア、細血管で構成される。これら全てが、通常の機能を果たして索路の信号伝達性が
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確保される。オリゴデンドロサイトの数ではなく、白質の染色性で挫滅、変性部分と正常
な白質を区別し、白質傷害の程度を調べることが一般的に行われている[13, 49, 50]。本研
究では下肢の運動機能が有意に改善していることから、長索路傷害が抑制されていると考
えられるが、LFB染色による白質面積計測では明らかな有意差はなかった。脊髄損傷にお
いてオートファジーはオリゴデンドロサイトでも生じていることが報告されている[14, 
15]。特に二次損傷の生じる損傷後 3日目においては、オリゴデンドロサイトのオートフ
ァジー活性が、神経細胞やアストロサイトよりも高い[14]。したがって本研究においては、
ラパマイシン投与によってオリゴデンドロサイトにおけるオートファジーが促進し、細胞
保護に作用した可能性がある。しかし、脊髄損傷においてラパマイシン投与がオリゴデン
ドロサイトを含むグリア系細胞にどのように作用しているかについては今後更なる検討が
必要である。 
 
ラパマイシンによる mTOR 抑制と軸索再生 
	 近年の研究で、ラパマイシン投与によるmTORの抑制が、損傷した神経組織における
軸索再生を抑制すると報告されている。軸索離断モデルにおいて、ラパマイシンを投与す
ると成長円錐の再生が抑制される[51]。損傷脊髄にATPを投与して軸索再生を促した後に、
ラパマイシンを投与すると、軸索再生が抑制される[52]。PTENのノックアウトによって
網膜神経節細胞の軸索再生が促進されるが、同時にラパマイシンを投与すると軸索再生は
促進されない[53]。mTORは蛋白合成や細胞分裂を制御する働きをもつため、ラパマイシ
ンでmTORを抑制すると、軸索再生を誘導するために必要な蛋白合成や細胞分裂が抑制
されると考えられる。一方で、ラパマイシンは軸索再生を促進する環境をつくるという報
告もある。脊髄虚血モデルにおいて、ラパマイシンは損傷部の軸索再生を阻害する反応性
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グリア瘢痕の形成を抑制する[54]。脱髄性ニューロパチーモデルにおいて、ラパマイシン
はオートファジーを促進し、再髄鞘化を促進する[55]。本研究では、脊髄損傷後の急性期
にラパマイシンを投与しmTORを抑制することによって、神経組織傷害を抑制し、運動
機能が改善した。脊髄損傷に対する急性期のラパマイシン投与は、二次損傷を減少させる
ことによって脊髄障害を抑制する効果があると考えられる。脊髄損傷における軸索再生は、
損傷 2週以後に生じ始める[5, 56, 57]ため、本研究における急性期のラパマイシン単回投
与が軸索再生を阻害している可能性は低いと考えられる。 
 
本研究の限界 
	 本研究では、ラパマイシン投与によってオートファジーが促進され、神経保護効果を得
た。しかし、ラパマイシンにはオートファジーの制御のほかに、免疫抑制、細胞増殖抑制、
血管新生阻害などの働きがある[58]。これらの働きが、脊髄損傷における神経組織傷害を
軽減あるいは増悪させる可能性は否定できない。脳外傷モデルにおいて、ラパマイシンは
ミクログリア/マクロファージの活性を低下させるとの報告がある[35]。ラパマイシンは脊
髄損傷後の炎症を抑制することで神経保護作用を得ている可能性は否定できない。今後、
オートファジーをより特異的に促進あるいは阻害する実験系を用いることによって、脊髄
損傷におけるオートファジーの働きを更に明らかにすることができると考えられる。 
 
今後の展望 
	 ラパマイシンをはじめとしたmTOR阻害薬は、海外では免疫抑制薬、抗腫瘍薬として
既に臨床応用されている薬剤であり、今後、脊髄損傷治療への応用も期待される。2010
年4月に本邦初のmTOR阻害薬が発売され、根治不能腎細胞癌がその適応となっている。
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市販後調査により安全性や副作用などの情報の蓄積が待たれる。脊髄損傷の治療薬として
応用するには、脊髄損傷患者を対象とした投与量、投与時期、投与経路等の検討が必要で
ある。将来の脊髄損傷治療として、二次損傷の抑制や細胞移植、軸索伸展の促進など様々
な治療法が考えられる。本研究の結果が、mTOR阻害薬を用いた脊髄損傷の二次損傷抑制
の新たな治療法の確立につながることが期待される。 
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【結	 論】 
	 マウス脊髄損傷モデルにおいて、ラパマイシンはmTOR経路を抑制してオートファジ
ーを促進し、神経組織傷害および運動機能障害を抑制する。 
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図１．オートファジーの進行 
　まず細胞質内の蛋白質やミトコンドリアなどの細胞内オルガネラが隔離膜
によって取り囲まれ、二重膜構造のオートファゴソームが形成される。LC3
はオートファゴソーム膜上に存在する蛋白である。オートファゴソームは蛋
白分解酵素を含むリソソームと融合して、オートリソソームとなり、内容物が
分解される。 
　Beclin 1はオートファジーの促進因子であり、Atg1 kinase complexを介した
mTOR経路とは異なる経路でオートファジーを促進する。
 
隔離膜
オートファゴソーム
リソソーム
オートリソソーム
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Atg1 kinase complex
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図２．mTORシグナル伝達経路 
　細胞膜受容体に成長因子が結合すると、PI3K/Akt/mTORシグナル伝達
系が活性化される。その結果、phosphorylated-p70S6K(p-p70S6K)の発現が
上昇し、蛋白質合成、細胞の分裂・増殖、血管新生が促進される。 
　また、mTOR経路はAtg1 kinase complexを介してオートファジーを抑制す
る。ラパマイシンはmTORを抑制して、オートファジーを促進する。 
細胞増殖
ഷ管新ে
mTOR 
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図３．脊髄損傷モデルの作製 
Ａ：NYU Impactor Device 
Ｂ：顕微鏡下に第１０胸椎椎弓を切除し、硬膜（矢印）を露出した。直径1.5 
mm、重さ10 gのImpact rod（矢頭）を3 mmの高さから硬膜上に落下させ、脊
髄損傷を作製した。 
C：NYU Impactor Software Package (NYU Neurosurgery Laboratory)を用い
て衝撃荷重を分析した。 
A B!
C!
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図４．Basso mouse scale（BMS）による運動機能評価 
Ａ：BMS score（total score）は、脊髄損傷後１４日から４２日において、対照群
に比べてラパマイシン群の方が平均点が高かった。損傷後２１日、２８日、３
５日、４２日目で、ラパマイシン群の方が有意に点数が高かった。 
Ｂ：BMS subscoreは、脊髄損傷後１４日から４２日において、対照群に比べ
てラパマイシン群の方が平均点が高かった。損傷後１４日、２１日、２８日、３
５日、４２日目で、ラパマイシン群の方が有意に点数が高かった。 
（*P < 0.05, **P < 0.01, 各群n = 5） 
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図５．phosphorylated-p70S6K発現の評価 
Ａ：ウエスタンブロットにおけるphosphorylated-p70S6K（p-p70S6K）の発
現は、損傷後２４時間、３日目ともに非損傷群（Sham）、対照群（Vehicle）
と比べ、ラパマイシン群で低下していた。 
Ｂ：ウエスタンブロットのバンド濃度を定量化すると、損傷後２４時間にお
けるラパマイシン群のp-p70S6Kの発現は、非損傷群、対照群に比べて
有意に低下していた。損傷後３日では、ラパマイシン群で低下がみられ
たが有意差はなかった。 
（**P < 0.01, 各群n = 4） 
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図６．免疫組織化学染色におけるLC3発現の評価 
A-I：免疫組織化学染色においてLC3陽性細胞（赤色）は、非損傷群、対照
群に比べて、ラパマイシン群で多かった。 
(Scale bars = 100 !m) 
J-R：強拡大像では、LC3陽性細胞（Q, R: 矢頭）の細胞質内が斑点状に染
色されていた。  
(Scale bars = 10 !m) 
S：組織像A-Rは、脊髄の右腹側部（四角内）を撮像した。 
T：LC3陽性細胞数は、非損傷群、対照群に比べて、ラパマイシン群で有意
に多かった。 
（*P < 0.05, **P < 0.01, 各群n = 4） 
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図７．ウエスタンブロットによるLC3発現の評価 
Ａ：ウエスタンブロットにおけるLC3-IIの発現は、非損傷群、対照群に比べて
ラパマイシン群で上昇していた。 
Ｂ：ウエスタンブロットのバンド濃度を定量化すると、ラパマイシン群のLC3-
IIの発現は、非損傷群より対照群の方が、また対照群よりラパマイシン群の
方が有意に上昇していた。 
（*P < 0.05, **P < 0.01, 各群n = 4） 
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図８．免疫組織化学染色におけるBeclin 1発現の評価 
A-Ｉ：免疫組織化学染色においてBeclin 1陽性細胞（赤色）は、非損傷群で
は全く発現していないのに対し、対照群とラパマイシン群で発現していた。 
(Scale bars = 100 !m) 
J-R：強拡大像で、Beclin 1陽性細胞（Q, R：矢頭）が確認できる。 
(Scale bars = 10 !m) 
S：組織像A-Rは、脊髄の右腹側部（四角内）を撮像した。 
T：Beclin 1陽性細胞数は、非損傷群に比べて対照群、ラパマイシン群が有
意に多かった。また対照群に比べてラパマイシン群の方が多い傾向であっ
たが、有意差はなかった。 
（*P < 0.05, 各群n = 4） 
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図９．ウエスタンブロットによるBeclin 1発現の評価 
Ａ：ウエスタンブロットにおけるBeclin 1の発現は、非損傷群に比べて、対照
群とラパマイシン群で上昇していた。 
Ｂ：ウエスタンブロットのバンド濃度を定量化すると、Beclin 1の発現は対照
群よりラパマイシン群の方が上昇している傾向であったが、有意差はなかっ
た。 
（*P < 0.05, **P < 0.01, 各群n = 4） 
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図１０．Luxol fast blue染色による脊髄白質の評価 
A,B：損傷後４２日目の組織における損傷中心部から750 !m頭側の切片で
は、対照群（A）と比べ、ラパマイシン群（B)の方が青色に染まる白質面積が
大きかった。 
（Scale bars = 500 !m） 
C：白質面積を計測すると、損傷中心で両群に差はないが、頭尾側に500 
!m以上離れたところではラパマイシン群の方が白質面積が大きかった。 
C!
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図１１．免疫組織化学染色によるNeuN発現の評価 
A-F： 免疫組織化学染色によるNeuN陽性細胞（緑色）は、対照群よりラパ
マイシン群で多かった。 
(Scale bars = 100 !m) 
G-L：強拡大像で、NeuN陽性細胞（K, L：矢頭）が確認できる。 
(Scale bars = 10 !m) 
M：組織像A-Lは、脊髄の右腹側部（四角内）を撮像した。 
N：NeuN陽性細胞数は、ラパマイシン群で有意に多かった。 
（*P < 0.05, 各群n = 4） 
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図１２．TUNEL染色による細胞死の評価 
A-F： TUNEL染色によるTUNEL陽性細胞（緑色）は、対照群よりラパマイシ
ン群で少なかった。 
(Scale bars = 100 !m) 
G-L：強拡大像で、TUNEL陽性細胞（K, L：矢頭）が確認できる。 
(Scale bars = 10 !m) 
M：組織像A-Lは、脊髄の左背側部（四角内）を撮像した。 
N：TUNEL陽性細胞数は、ラパマイシン群で有意に多かった。 
（*P < 0.05, 各群n = 4） 
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score
0 足関節が動かない
1 わずかに足関節が動く（可動域の５０％未満）
2 広く足関節が動く（可動域の５０％以上）
3 足底が接地する　または 足背でステップを踏むことがある
4 しばしば足底でステップを踏み、体を持ち上げる（前進時の５０％以下）
5
ほぼ足底でステップを踏み（前進時の５０％以上）、四肢の協同運動が
ない　または 
ほぼ足底でステップを踏み、四肢の協同運動はたまにあり、後肢は接
地時、爪先離地時ともに外旋
6
四肢の協同運動はたまにあり、後肢は接地時に体と平行となるが爪先
離地時には外旋　または 
四肢の協同運動は多くみられるが、後肢は接地時、爪先離地時ともに
外旋 
7
四肢の協同運動は多くみられ、後肢は接地時に体と平行となる　また
は 
四肢の協同運動は多くみられ、後肢は接地時、爪先離地時ともに体と
平行となるが、体幹は非常に不安定 
8
後肢は接地時、爪先離地時ともに体と平行で、体幹はやや不安定　ま
たは 
後肢は接地時、爪先離地時ともに体と平行で、体幹は安定するが、尾
が接地することがある 
9 体幹は安定し、尾は常時浮いている
表１．BMS score　（total score） 
 
　足関節の動き、体重支持、ステップ、前後肢の協同運動（協調性）、歩行
時の後肢の肢位、体幹の安定性、尾の位置を点数化したもの。0から9点の
採点で、後肢の完全麻痺が0点、正常運動が9点となる。 
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表２．BMS subscore 
 
足底のステップ L　　　　　　　
　　　不完全＝０、完全＝１ R　　　　　　　
前後肢の協同運動　
　　　なし＝０、たまに＝１、多い＝２ 　　　　　　　　
歩行時の後肢の肢位
　　　接地時、爪先離地時ともに外旋＝０ L　　　　　　　
　　　接地時平行、爪先離地時外旋＝１ R　　　　　　　
　　　接地時、爪先離地時ともに平行＝２
体幹
　　　非常に不安定＝０ 　　　　　　　　
　　　やや不安定＝１
　　　安定＝２
尾の位置
　　　常時またはしばしば接地＝０　 　　　　　　　　
　　　常時浮いている＝１
合計 　　　　　/11　
　後肢の足底のステップ、前後肢の協同運動、歩行時の後肢の肢位、体幹
の安定性、尾の位置をそれぞれ点数化し、それらを加算した総和がBMS 
subscoreとなる。 
　BMS total scoreが４点以下ならsubscoreは０点で算出し、total scoreが
５点以上のときにsubscoreも算出する。 
　足関節の動きがあっても足底接地ができなければ０点、正常運動で１１点
となる。
 
